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摘 要 
在最近的研究结果中，混交激酶域蛋白 Mlkl (mixed lineage kinase domain-like 
protein)被确认为 Rip3 蛋白在细胞坏死信号通路中的下游蛋白。然而，Mlkl 如何
在细胞坏死信号通路中行使怎样的功能，尚未明晰。通过在 Mlkl 基因敲除的细
胞中回补 Mlkl 蛋白进行一系列的研究，实验数据表明，Mlkl 蛋白氨基端结构域
是其在坏死通路中行使功能的必要部分。在坏死过程中，Mlkl 蛋白形成多聚体；
或者在细胞中利用分子生物学手段人为地诱导形成 Mlkl 蛋白多聚体，也能够引
起细胞坏死。并且，只有 Mlkl 蛋白的氨基端结构域，而非羧基端结构域部分的
多聚，可以引起细胞坏死。进一步深入研究表明，Mlkl 蛋白的氨基端结构域中的
四个 alpha-螺旋束，前 130 位氨基酸大小，是其中真正起作用的部分，它的多聚
化足以引起细胞坏死。在该氨基端结构域中，第一个和第二个 alpha 螺旋相连接
的连桥部分是Mlkl 同源多聚转移和定位到细胞质膜上所必需的。Mlkl 或者Mlkl
氨基端多聚转移到细胞质膜上似乎能够引起钠离子内流，在 Mlkl 基因敲除的
L929 细胞中回补能够人工诱导形成多聚体的 Mlkl 蛋白，加药物刺激使 Mlkl 多
聚之后，通过免疫荧光共聚焦显微镜可以观察到 Mlkl 多聚体向细胞质膜脂筏迁
移富集，使用钠离子指示荧光染料指征胞质钠离子浓度，可以看到荧光信号的大
幅度提升；而在细胞培养液中去除钠离子能够有效地延缓细胞坏死。以上这些现
象在细胞凋亡中并不出现。所以我们认为，Mlkl 多聚后能够转运到细胞质膜脂筏
上，在质膜上，Mlkl 多聚体或者依靠自己或者借助别的蛋白，使钠离子内流增
加，使细胞渗透压上升，吸水，最终导致细胞膜破裂。 
 
 
 
 
关键词： Mlkl；细胞坏死；钠离子浓度上升；Rip3； 向细胞质膜富集的定
位转移。 
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Abstract 
Mixed lineage kinase domain-like protein (Mlkl) was identified as downstream 
of Receptor interaction protein 3 (Rip3) in Tumor Necrosis Factor alpha (TNFα) 
induced necrosis. However, the exact function of Mlkl in necrosis is largely unknown. 
By reconstituting exogenous Mlkl in Mlkl-KO cell, we found the integrity of N-
terminus domain of Mlkl was required for it s normal function. Oligomerization of mlkl 
was essential for necrosis, as artificially forced Mlkl oligomers by fusing hormone-
binding domain (HBD*) triggered necrosis. Notably, artificially forced oligomers of N-
Terminal domains (ND-mlkl) but not C-terminal kinase like domain caused necrosis. 
Further deletion mutations showed that the four-α-helix bundle of Mlkl (1-130 amino 
acids) is sufficient for necrosis. Both TNFα induced endogenous Mlkl oligomers in wild 
type cell or HBD* mediated ND-mlkl oligomers were tetramers. Both of the homo-
oligomers were observed to translocate to lipid rafts on cellular plasma membrane via 
immunofluorescence confocal microscopy. The membrane translocated signal 
sequence was in in the junction of the first and second α-helices. Plasma membrane 
translocation of Mlkl or ND-mlkl leads to increased cellular plasma sodium 
concentration, indicated by CoroNa Green signal strength largely enhanced detected 
via immunofluorescence confocal microscopy. Depletion of sodium in cell culture 
medium inhibited necrosis. All of the above phenomena were not observed in apoptosis. 
Thus, we came to conclusion that, Mlkl oligomerization leads to translocation to lipid 
rafts on cellular plasma membrane, after that, Mlkl complex acts either by itself or via 
other proteins to increase sodium influx, which increased cellular osmotic pressure and 
kept cell intaking more water, eventually leaded to plasma rupture. 
   
  
 
 
Keywords: Mlkl; necrosis; incresed plasmic sodium concentration; Rip3; 
translocation to plasma membrane. 
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第一章 前言 
1.1 细胞坏死 
炎症因子肿瘤坏死因子 TNF (tumor necrosis factor-alpha)在某些细胞株（例如
HeLa, MEF 等细胞株）中会引起凋亡，而在另一些细胞中能够引起坏死（例如
L929，U937等细胞株）[1, 2]。 
细胞凋亡，通常表现为半胱氨酸蛋白酶 caspase 家族激活，细胞核皱缩，细
胞质膜出泡，形成凋亡小体。曾经一度被认为是程序性细胞死亡的唯一形式。 
细胞坏死，病理形态表现为细胞器的肿胀，细胞质膜完整性缺失，细胞内容
物释放。曾经被认为是不受调控和无特异性的死亡方式。然而，近年来越来越多
有力的证据表明，细胞坏死是受 Rip1等蛋白参与调控的[3-5]。目前最为经典的坏
死信号通路由 TNF引起。在 TNF刺激下，细胞质膜上的 TNFR 被激活，胞质部
分的区域募集接头蛋白，形成 “信号传递复合体一”[6]，包括 TRADD、RIP1、
TRAF2/5、LUBAC 和 cIAP1/2 [7]。“复合体一”可以作为支架招募下游激酶和执行
蛋白，启动 NF-kB和 MAPK激活信号通路[8, 9]。配体结合的 TNFR 的内吞和“信
号传递复合体二”的形成同时发生，“复合体二”中包含去泛素化的 Rip1、Caspase-
8和接头蛋白 TRADD和 FADD[10]。“复合体二”可以激活凋亡途径，或者在有 Rip3
存在的情况下[11-14]形成“信号传递复合体三”，引起细胞坏死，也被称为“坏死复
合体”。简明信号通路图见图 1.1。 
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1图 1.1 TNF诱导形成的信号蛋白复合体 
 
图1.1 TNF 诱导形成的信号蛋白复合体 
Fig1.1 TNF-induced formation of apoptotic and necroptotic signaling 
complexes[6] 
在复合体中 RIP1 激酶活性的作用一直存在争议， 因为 RIP3坏死所必须的
磷酸化被证实是自己的激酶结构域所磷酸化[15]。当把 RIP3的 RHIM domain 中保
守的、与 RIP1的 RHIM domain 相互作用的 QIG449-451AAA后，RIP3再不能够
与 RIP1 相互作用[16-18]，此时细胞对 TNF+zVAD 无反应。然而，如果将 RIP3-
RHIM mut 与同源二聚蛋白或异源二聚蛋白相融合，加入刺激使其二聚化，Rip3
能够磷酸化自己；如果一个WT的融合 RIP3和激酶活性丧失的融合 RIP3二聚，
则只有 WT 的融合 RIP3 能够体现出第 231 位丝氨酸和第 232 位苏氨酸的磷酸
化，而激酶活性丧失的 RIP3 并不能被检测到被磷酸化。由此可以说明，在坏死
进程中所所必需的 Rip3磷酸化来自于自己的激酶活性，而 RIP1的激酶活性在此
可能并不需要。 
而且，RIP3 在细胞坏死进程中形成二聚以上的同源多聚体，而且二聚以上
的同源多聚体是坏死所必需的，如果只能够形成二聚体，则细胞坏死进程缓慢并
且不彻底[19]。 
在坏死复合体中，Rip1 和 Rip3 被磷酸化，磷酸化的 Rip3 能够募集 Mlkl[20, 
21]（Mixed Lineage Kinase domain-Like，以下缩写Mlkl 同此）。最近的研究结果
表明，被募集的 Mlkl 能够被 Rip3磷酸化其假激酶结构域，该磷酸化是坏死所必
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需的[20]。和 Rip1，Rip3一样， Mlkl 是坏死所必须的关键性蛋白。然而，Mlkl是
如何调控坏死的具体在机制尚未清楚。 
 
1.2 Mlkl蛋白 
1.2.1 Mlkl蛋白结构 
Mlkl 蛋白根据蛋白氨基酸保守结构域的预测，被认为是个激酶相似蛋白。
在功能正常的激酶结构中，VAIK保守序列中的赖氨酸 K负责与 ATP的 alpha, 
beta 磷酸基团发生相互作用以实现磷酸基团的转移；在催化活性中心的 HRD 保
守序列中的天冬氨酸担任催化中心；活化中心的 DFG保守序列中的天冬氨酸结
合Mg2+离子以协调 ATP上 beta 和 langda 磷酸基团。而 Mlkl 在进化过程中
HRD和 DFG保守序列中的天冬氨酸均丢失[22]，而且 VAIK序列的晶体结构表
现出与正常激酶相应部位空间结构及其不同的构象。具体为，在正常的激酶活
性中心，赖氨酸 K与另一个在 helix alpha C 的谷氨酸 G单相互定位，然而在
Mlkl 蛋白中，这个 helix alpha 被另一个非典型的由第 340位丝氨酸 S和 346位
亮氨酸 L替换的 helix alpha 替换。综上，即便 Mlkl 的 ATP结合口袋依旧可以
结合 ATP，但是因为缺失 HRD和 DFG这两个区域正常功能，将没有底物能够
被催化和激活，所以 Mlkl 的激酶结构域被称为激酶模拟结构域，而非真正的激
酶结构域。 
而鼠源的Mlkl 全长结晶显示 Mlkl 的氨基端结构域（从第 1位氨基酸到第
170位氨基酸）形成四个 alpha 螺旋束和两个螺旋联接链;羧基端为假激酶结构
域，具体晶体结构可见图 1.2。 
2 图 1.2 鼠源Mlkl蛋白结构 
 
图1.2 鼠源 Mlkl 蛋白结构 
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Fig1.2 Structure of Mouse Mlkl[22] 
 
1.2.2 Mlkl蛋白在坏死细胞信号通路上的作用 
在坏死进程中，Rip1和 Rip3蛋白能够形成淀粉样蛋白聚集，这种行为被
认为是坏死进程所必需的[23]。然而这种超分子复合体在坏死中体现的功能尚未
被了解清楚。 
在 2011年，北京 NIBS王晓东教授[20]及 NIH刘正刚教授[24]分别独立发现
了人源 MLKL蛋白，作为人源 RIP3 的下游蛋白，在执行细胞坏死上起着至关
重要的作用。 
他们的研究发现，MLKL主要通过 kinase-like domain 与 RIP3的 Kinase 
domain 相互作用。而且当人源 MLKL蛋白的 kinase-like domain 与 RIP3完整的
kinase domain 共同表达时，会发现 MLKL蛋白在蛋白凝胶电泳上出现两条带，
一条在正常大小的位置，另一条比正常大小稍微大一些。当使用磷酸水解酶处
理后，稍大的条带消失，则可以推断是 MLKL被 RIP3的 kinase domain 磷酸化
[25]。 
近来研究发现只有带有激酶活性的 Rip3才具有和 Mlkl 结合的能力[26]，当
把 Rip3的激酶活性突变缺失之后， 就不能再和Mlkl 结合。在体外直接表达
Rip3 kinase domain，和 Mlkl 蛋白，利用同位素磷 32 标记 ATP，可以发现 Rip3 
能够将磷 32基团标记到 Mlkl 蛋白上[20]。说明Mlkl 确实是 Rip3的底物。 
而且 RIP3的激酶活性不仅是磷酸化 Mlkl 所必须的，丧失激酶活性的 Rip3
也不能够与 Mlkl 相互结合[26]。进一步探究表明，乃是因为 RIP3需要在第 227
位丝基酸（对应的鼠源的 Rip3则为第 231位苏氨酸和第 232位丝氨酸）必须通
过自己的激酶活性自磷酸后才能够与 MLKL相互结合[27]。 
在近来的研究报道中，人源 MLKL蛋白被发现在 357位苏氨酸和第 358位
丝氨酸在坏死过程中被磷酸化[25]。如果将这两位氨基酸突变成不能够被磷酸基
团修饰的丙氨酸，则重构的细胞不能坏死。这种现象在多种人源细胞中都能够
起作用，表示了这两个磷酸化位点在人源细胞坏死中是保守重要的。在鼠源的
Mlkl 蛋白中这两点被磷酸化位点主要体现在第 349 位苏氨酸和比较次要的在第
345位丝氨酸上[28]。 
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即便 MLKL能够结合 ATP，然而这项能力并不贡献于细胞坏死中，因为有
实验证实将 ATP结合口袋中的第 219 位赖氨酸 K突变为甲硫氨酸 M，使之不
能够结合 ATP，回补到 Mlkl 基因敲除的 MEF细胞中，仍然对
TNF+Smac+QVD-OPH引起的坏死敏感[27]。说明 ATP结合对 MLKL蛋白执行
坏死的能力没有影响。 
然而如果同时或单独把第 345位丝氨酸替换成天冬氨酸，通常这种替换可
以用模拟丝氨酸的磷酸化，这时的 Mlkl 蛋白单独过表达能够引起细胞死亡，而
且是 caspase 家族抑制剂 QVD-OPH不能够抑制的。这些证据让我们推测假激酶
结构域的 K219M和 Q343A突变引起的 Mlkl 构象变化可能与被 Rip3激酶活性
磷酸化引起的构象改变一致或类似。 
在 MLKL假激酶结构域的 C-lobe 中，第 398位苯丙氨酸和第 291 位亮氨酸
十分保守（在鼠源 Mlkl 蛋白中体现为第 385位苯丙氨酸和第 280 位亮氨酸），
其突变在临床胃腺癌病例中发现突变，分别突变为异亮氨酸和脯氨酸。前者突
变体尚能对 TSQ响应，后者突变则使 Mlkl 的坏死功能丧失[22]。这可能提示我
们，Mlkl 蛋白中的 C-lobe 在坏死进程中有相应的改变，而 L280P使这项能力丧
失。 
 
这些结构上变化到底能够使 Mlkl 有怎样的功能变化从而导致细胞坏死，是
个令人非常感兴趣的问题。  
1.3 细胞膜通透性和细胞死亡之间的关系 
从病理形态上，细胞无论是凋亡还是坏死，都会发生细胞体积形态上的变化，
具体如图 1.3所示，和植物细胞拥有机械的细胞壁外围保护不同，哺乳动物细胞
需要利用一套庞大复杂的离子通道和离子泵工作来使细胞内外的离子保持梯度
差，进而维持正常的细胞体积形态和功能运作[29]。 
在这一系列离子通道和离子泵中，钠钾泵是普遍存在于大部分细胞种类及数
量最多的一种离子泵。在正常生理情况下，由于细胞坏境中有较高浓度的钠离子
和较低浓度的钾离子，细胞需要不断地将胞内过多的钠离子泵出，将钾离子泵入，
从而维持胞质内高钾 (约 140nM) 低钠 (10mM) 的状态。凋亡晚期细胞的病理
形态，细胞皱缩及出泡，被证实是与钾离子通道激活和钾/氯离子外流有关[30]。
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在一组实验中，当 Jurkat 细胞接受 anti-Fas刺激时，细胞发生凋亡，在常规细胞
培养液中，细胞呈现正常的皱缩及出泡的典型凋亡形态。而将这样的细胞放置于
钠离子缺失（渗透压由胆碱或 NMDG 保持正常）的细胞培养液中，细胞形态将
于皱缩向肿胀变圆转换，再将细胞培养液置换成含有钠离子的常规培养液，肿胀
变圆的细胞形态将再次回复为皱缩出泡的凋亡形态，如图 1.3所示。这预示我们
细胞死亡的病理形态和外界环境中的离子浓度有着重要的关系。 
3 图 1.3 胞外钠离子浓度控制凋亡细胞的病理形态 
 
图1.3 胞外钠离子浓度控制凋亡细胞的病理形态 
Fig1.3 The Presence of extracelluar sodium controls apoptotic volume 
decreas[31] 
 
相对于细胞皱缩是由于胞质水分外流引起的，在坏死中出现的细胞肿胀，如
图 1.4 中所示的 L929 细胞株施以 TNF+zVAD刺激引起的坏死，很可能是由于胞
质吸水过多引起的。所以我们推测，细胞坏死最终的病理形态可能有渗透压的改
变导致，而且对比图 1.3 与图 1.4 中细胞的病理形态，我们推测渗透压的变化很
可能是有钠离子的浓度变化承担。 
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4 图 1.4 L929细胞株接受 TNF+zVAD刺激后的坏死细胞形态 
 
图1.4 L929 细胞株接受 TNF+zVAD刺激后的坏死细胞形态 
Fig1.4 The morphology of necrosis induced by TNF+zVAD in L929  
 
细胞焦亡，由 caspase-1 介导的细胞死亡，与细胞坏死共享多项病理形态学
特征，例如细胞膜的迅速破裂，细胞内容物泄露。 在细胞焦亡，导致这一现象，
是因为由 Salmonella 或者其它病原体的侵染导致细胞质膜上形成孔洞，使细胞膜
内外离子梯度丧失，水分内流，导致细胞肿胀和渗透性胀破[32-34]。细胞保护剂甘
氨酸可以阻止即将死亡的细胞膜上的非选择性的离子通透，从而避免发生细胞肿
胀和裂解。 
为了更好地探究 Mlkl 在坏死信号通路中行使的下游功能，我们对 L929 细
胞进行基因编辑，敲除 Mlkl 基因之后，向细胞中回补各种不同修饰形式的Mlkl
片段，以确定其中真正行使坏死功能的区域。我们发现，Mlkl 的氨基端结构域是
其执行坏死功能所必需的部分。Mlkl 被 Rip3募集并磷酸化之后，能够形成多聚
体，这个多聚体可以使 Mlkl 蛋白复合体转移到细胞质膜脂筏上，引起钠离子内
流，渗透压失衡，最终导致细胞过多吸水胀破。这个复合体由 Mlkl 同源蛋白组
成，为四聚体，而且我们的数据表明 Mlkl 氨基端结构域的四聚就已经足够引起
复合体转移和细胞坏死。在 Mlkl 执行细胞坏死的功能中，复合体的形成和细胞
质膜定位转移是非常关键的环节。 
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